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 ゴヒ黒
目泉
 心筋組織の不均一収縮によりカルシウム波(Ca2丁波)および伝播性後収縮(TPCs)が発生す
 る。Ca2+波/TPCsは,強い収縮心筋領域と弱い収縮心筋領域との間の境界心筋領域での伸展短
 縮サイクルにより発生するとされるが,その発生機序は明らかではない。また,Ca2串波/TPCs
 の伝播に伴って遅延性後脱分極(DADs)が観察され,Ca2+波の促進により不整脈が誘発され
 るが,Ca2『』波の伝播とDADsとの関係は明らかではない。
仮説
 心筋の弛緩期における境界心筋領域での筋節の急速な短縮により心筋の細いフィラメントにあ
 るトロポニンCからCa2+が遊離する。筋節の急速短縮を抑えることでCバ波/TPCsの発生が
 抑制される(実験1)。遊離したCa2チはCa2一誘発性Ca2+放出(CICR)により筋小胞体からの
 Ca1†放出を促してCa2+波/TPCsが発生するが,その際Ca2+上昇に伴うNaT-Ca2一交換機構の
 働きによりDADsが発生する。DADsの程度はCa2+波の伝播速度に依存する(実験2)。
方法
 ラット右室よりトラベクラを摘出。張力をシリコンストレインゲージで,筋節長をレーザー回
 折法で測定し,心筋長をDCサーボモータで調節した。Ca2〒感受性蛍光色素Fura-2塩を微小電
 極法で心筋内に注入,[Ca2↑]iをイメージインテンシファイアCCDカメラとフォトマルチプラ
 イヤーチューブを用い測定した。実験1:Ca1チ波の発生機序を明らかにする目的で,20mM
 2,3-Butanedione-molloxime(BDM)を含んだHEPES緩衝液を先端が100μm径の微小ガラス
 管を用いてトラベクラに噴射し,トラベクラ内に不均一収縮をもたらした。400ms,7.5秒間の
 頻回電気刺激によりCa2†波/TPCsの発生を促した(静止時筋節長:2.0μm,細胞外Ca2←濃度
 [Ca『。:2.0～3.OmM,2L9±0.2℃)。その後,静止時トラベクラ長の10%の伸展刺激を,伸展
 開始時間(最終電気刺激からの時間:△t、、,.)を変化させて最終電気刺激の3秒後まで与え,Ca2一
 波の伝播速度の変化を測定した。実験2:Ca2+波の伝播速度と催不整脈性との関係を明らかに
 するため,220～500ms,7.5秒間の頻回電気刺激によりCa2†波/TPCsの発生を促し(静止時筋
 節長:2.0μm,[Ca2T]。:0.7～3.OmM,23.9±0.8℃),超可動性微小電極を用いて膜電位を測定
 し,Ca2+波の伝播速度とDADsとの関係を調べた。さらに,機序を明らかにするため,
 NaT-Ca1+交換電流の電流密度とCa2羊波の伝播速度およびDADsの大きさとの関連を調べた。
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結果
 実験1:Caシ波の伝播速度は最終電気刺激の収縮早期に開始した伸展刺激(収縮早期伸展1
 △t、,,.=50ms)において最大となった。収縮早期伸展時および弛緩早期に開始した伸展刺激時
 (弛緩早期伸展;△t,、,=175ms)のCa2←波の伝播速度は,非伸展刺激時と比較してそれぞれ16L4
 ±13.2%(n二9,p〈0.01)と102.6±1L1%(n=9,ns,収縮早期伸展時との比較でp<0.Ol)
 であった。同時に記録した最終電気刺激での収縮による発生張力の下行脚の大きさ(発生張力下
 行脚)もCa2+波の伝播速度と同様の動態を示した。収縮早期伸展時および弛緩早期伸展時の発
 生張力下行脚は,非伸展刺激時と比較してそれぞれ198.9±L9%(n二6,p<0.01)と10LO±2.1
 %(n=6,ns,収縮早期伸展時との比較でp<0.01)であった。Ca2『波の伝播速度(n=36)は
 発生張力下行脚(r=0.78)と,また,TPC張力の大きさ(r=0.66),最終電気刺激からTPCs
 のピークまでの時間の逆数(FO.77)と有意な相関を示した(pく0.01)。実験2:Ca2上波の伝
 播速度はDADsの大きさ(r=0.85),最終電気刺激からDADsのピークまでの時間の逆数
 (r=0.91)およびNa+一Ca2一交換電流の平均電流密度(r=0.96)と,Ca1“波における[Ca2」]iの
 ピーク値はCa2↓波の伝播速度(r=0.78),DADsの大きさ(r=0、75)およびNa『'一Ca2+交換電
 流の平均電流密度(r=0.72)と,また,Na一一Ca㍗交換電流の平均電流密度はDADsの大きさ
 (r=0.86)と有意な相関を示した。
結論
 これらの結果は上記の仮説を満たし,境界心筋領域における筋節の急速短縮を抑制することに
 よりトロポニンCからのCa2+解離が減少し,Ca2丁波/TPCs発生の基礎となる筋小胞体からの
 伝播性Ca2判放出が抑制され,ひいては致死性不整脈発生の基礎となるDADsの低下がもたらさ
 れると考えられた。
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 審査結果の要旨
 虚血性心疾患や心筋症などの心筋の収縮異常や不均一収縮を来す疾患においては,心臓のポン
 プ機能不全である心不全が起こることがあり,その際に突然死を来す可能性がある。突然死の原
 因の多くは心室頻拍や心室細動などの致死性不整脈と考えられており,その機序はほとんどが非
 リエントリー性のトリガー性不整脈であると考えられている。しかしながら,その発生機序に関
 しては,いまだ不明な点も多い。
 よって本研究では,心不全時の不整脈発生の機序に注目して,心筋の不均一収縮とカルシウム
 波との関係,および,カルシウム波と異常な膜電位の変化である遅延性後脱分極との関係を検討
 した。その手法として,ラットの多細胞心筋標本である心筋トラベクラを用いて,その発生張力
 と細胞内カルシウム濃度および膜電位の変化を検討した。この手法は心筋の生理実験としては既
 に確立した方法であり,その実験手法は十分に信頼しうるものである。カルシウム波に関しては
 単離心筋細胞における報告が多いが,トラベクラを用いた本実験系は単離心筋細胞に比べより生
 理的な状態であり,実際の生体内の現象を研究するには大変適していると考えられた。
 本研究ではこの手法を用い,カルシウム波の発生および伝播に関する研究を行っている。まず,
 本研究では,心筋の不均一収縮に伴う局所の筋節の受動的伸展と急速短縮により収縮蛋白から遊
 離したカルシウムによってカルシウム波が発生することを明らかにした。心筋組織の不均一収縮
 により発生するカルシウム波の発生機序を直接的に明らかにした報告はこれまでになく,十分に
 評価できることである。さらに,心筋における不均一収縮の度合いを減少させることでカルシウ
 ム波の発生を抑えることができることを示した。このことは,臨床的にも心筋梗塞や心筋症にお
 いて不均一収縮の改善,さらにはリモデリングの予防が重要であることを示唆する所見であり,
 臨床的意義は大きい。
 次に,本研究では,カルシウム波および伝播性後収縮(TPCs)が遅延性後脱分極(DADs)
 と密接な関係を持っていることを明らかにした。心不全における致死性不整脈の主たる要因となっ
 ているトリガー性不整脈の発生は,遅延性後脱分極と強く関連していると考えられている。本研
 究においても,遅延性後脱分極の上昇によって活動電位の発生とともに単収縮が誘発されたこと
 を報告しており,カルシウム波が遅延性後脱分極を介して不整脈発生のトリガーとなり得るとい
 うことを明らかにした。このことは,概念としては新しい知見であり,臨床的にもとりわけ重要
 な事象であると考えられる。
 以上,本学位論文は主たる二つの研究をもとに構成されているが,テーマは一貫しており,信
 頼しうる手法を用いて新しい知見を詳細に導きだした。その知見の重要性や斬新性に関しては非
 常に優れたものであると考えられ,本研究は十分学位に値すると判断される。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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